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РЕФЕРАТ 
Бакалаврская работа по теме «Использование метода HRM для анализа 
соматических мутаций при гемобластозах» содержит 50 страниц текстового 
документа, 18 иллюстраций, 4 таблицы и 61 использованный источник. 
ОСТРЫЙ МИЕЛОИДНЫЙ ЛЕЙКОЗ, PH-НЕГАТИВНЫЕ 
МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНЫЕ НОВООБРАЗОВАНИЯ, HIGH RESOLUTION 
MELT, МУТАЦИИ ГЕНА FLT3, МУТАЦИИ ГЕНА CALR. 
Целью данной работы является скрининг соматических мутаций в генах 
FLT3 и CALR методом HRM-анализа при использовании амплификатора 
«CFX96» и программы «Precision Melt Analysis» (Bio-Rad, США) для пациентов 
с диагнозом ОМЛ и Ph-МПН. 
Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие 
задачи: 
1. Разработать тест-системы для выявления соматических мутаций в 
генах FLT3 и CALR на основе HRM-анализа. 
2. Апробировать разработанные тест-системы на образцах ДНК от 
пациентов с диагнозом ОМЛ и Ph-МПН. 
3. Сравнить полученные результаты с данными, полученными при 
использовании других молекулярно-генетических технологий. 
Ассоциированные с лейкозами соматические мутации очень 
разнообразны, встречаются с разной частотой и разным уровнем аллельной 
нагрузки. Поэтому на начальном этапе выполнения молекулярно-генетических 
диагностических процедур по выявлению мутаций желательно иметь 
возможность проведения в лаборатории скрининговых методов. 
Результаты проведенного исследования демонстрируют, что включение 
HRM-анализа в качестве скринингового теста в алгоритм лабораторного 
тестирования позволяет повысить эффективность и доступность молекулярно-
генетических технологий диагностики ОМЛ и Ph-МПН.  
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ВВЕДЕНИЕ 
 
Лейкозы представляют собой широкую группу гемопоэтических 
злокачественных новообразований. В норме в костном мозге располагаются 
стволовые клетки крови, которые обладают способностью к дифференцировке и 
выполнению специализированных функций в организме. Из этих стволовых 
клеток развиваются все разновидности форменных элементов крови. При 
лейкозах кровяные клетки способны размножаться на более поздних стадиях 
гемопоэза, чем в норме, что приводит к замещению нормальных клеток костного 
мозга опухолевыми клетками. 
Весь комплекс кроветворения можно разделить на два направления 
(ростка): лимфопоэз (образование лимфоцитов) и миелопоэз (образование 
остальных типов клеток крови). В зависимости от того, какой росток 
кроветворения поражен, лейкозы делятся на лимфоидные (лимфобластные) и 
миелоидные (миелобластные). По клиническому течению лейкозы делятся на 
острые и хронические [1,2]. 
Ассоциированные с лейкозами соматические мутации очень 
разнообразны, встречаются с разной частотой и разным уровнем аллельной 
нагрузки. Поэтому на начальном этапе выполнения молекулярно-генетических 
диагностических процедур по выявлению мутаций желательно иметь 
возможность проведения в лаборатории скрининговых методов. Это особенно 
важно, когда проводится анализ редких и разнообразных мутаций, например, 
мутаций в гене FLT3 и CALR. 
HRM-анализ позиционируется как быстрый, надежный и 
высокочувствительный метод для скрининга как однонуклеотидных замен, так и 
инсерций и делеций. Кроме того, он не требует больших временных затрат. 
Исходя из вышесказанного, целью данной работы является скрининг 
соматических мутаций в генах FLT3 и CALR методом HRM-анализа при 
использовании амплификатора «CFX96» и программы «Precision Melt Analysis» 
(Bio-Rad, США) для пациентов с диагнозом ОМЛ и Ph-МПН. 
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Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие 
задачи: 
4. Разработать тест-системы для выявления соматических мутаций в 
генах FLT3 и CALR на основе HRM-анализа. 
5. Апробировать разработанные тест-системы на образцах ДНК от 
пациентов с диагнозом ОМЛ и Ph-МПН и ранее выявленными мутациями в генах 
FLT3 и CALR соответственно. 
6. Сравнить полученные результаты с данными, полученными при 
использовании других молекулярно-генетических технологий. 
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1 ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 
1.1 Лейкозы 
 
Лейкозы представляют собой широкую группу гемопоэтических 
злокачественных новообразований. В норме в костном мозге располагаются 
стволовые клетки крови, которые обладают способностью к дифференцировке и 
выполнению специализированных функций в организме. Из этих стволовых 
клеток развиваются все разновидности форменных элементов крови. При 
лейкозах кровяные клетки способны размножаться на более поздних стадиях 
гемопоэза, чем в норме.  
По способности к дифференциации клеток крови выделяют: острые и 
хронические лейкозы. 
Характерной чертой острого лейкоза (ОЛ) является развитие из 
недифференцированных или малодифференцированных клеток, а также быстрое 
прогрессирование, при котором количество паталогических клеток нарастает 
довольно быстро. При исследованиях костного мозга обнаруживают высокое 
содержание бластных клеток, по сравнению с нормальными – зрелыми клетками 
крови, выполняющими специализированные функции в организме. Кроме того, 
при ОЛ наблюдается «лейкемический провал» – отсутствие промежуточных 
форм между бластами и зрелыми клетками. 
Хронические лейкозы (ХЛ) представляют собой группу злокачественных 
заболеваний системы крови, для которых характерен дефект (мутация) на уровне 
полипотентной стволовой клетки. При ХЛ опухолевый клон представлен 
морфологически зрелыми и созревающими клетками. Количество 
патологических клеток нарастает небыстро, кроме того, они частично или даже 
полностью выполняют специализированные функции.  
В соответствии с классификацией экспертов Всемирной организации 
здравоохранения (2008, модификация в апреле 2016 г.), все опухоли из клеток 
гемопоэтической ткани (гемобластозы) делятся на лимфоидные и миелоидные 
[1, 2].  
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Миелоидные лейкозы характеризуются увеличением продукции клеток 
миелоидного ряда (гранулоцитов, моноцитов, эритрокариоцитов, 
мегакариоцитов), принадлежащих к опухолевому клону.  
Лимфоидные лейкозы характеризуются увеличением продукции клеток 
лимфоидного ряда (Т- и В-лимфоцитов), принадлежащих к опухолевому клону. 
 
1.2 Острый миелоидный лейкоз 
 
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) представляет собой гетерогенное 
заболевание, характеризующееся клональной экспансией миелоидных 
предшественников (бластов) в костном мозге и периферической крови. Одним 
из основных критериев обнаружения при проведении дифференциального 
диагноза между ОМЛ и другими злокачественными заболеваниями 
кроветворной ткани является обнаружение более 20 % бластов в костном мозге. 
ОМЛ составляет от 15 до 20% случаев острого лейкоза у детей и 80% у 
взрослых. ОМЛ является преобладающей формой лейкоза в неонатальном и 
взрослом периоде, но составляет небольшую часть случаев в младенческом и 
подростковом возрасте. Небольшое увеличение встречаемости ОМЛ происходит 
в первый год жизни – примерно 1,5 случая на 100 000. В первые 10 лет жизни 
заболеваемость снижается до 0,4 новых случаев на 100 000 человек, но во втором 
десятилетии жизни вновь возрастает до 1 случая на 100 000 человек. 
Приблизительно с 25 лет заболеваемость увеличивается в геометрической 
прогрессии до 25 случаев на 100 000 человек. В целом заболеваемость ОМЛ 
составляет 3,6 на 100 тыс. населения. 
В течение многих лет классификация ОМЛ основывалась исключительно 
на цитологическом исследовании костного мозга и периферической крови [3]. 
Однако гетерогенность в молекулярных механизмах этого заболевания 
проявляется морфологической изменчивостью клеток и степенью их 
дифференцировки. Это послужило основой для создания определенных 
подгрупп ОМЛ. 
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По классификации ВОЗ 2008 г. выделяют 4 подгруппы ОМЛ [4]: 
1) ОМЛ с устойчиво выявляемыми генетическими аномалиями 
(транслокациями, делециями, инверсиями); 
2) ОМЛ с многолинейной дисплазией; 
3) Вторичные лейкозы, вызванные применением противоопухолевых 
цитостатических препаратов; 
4) Другие формы ОМЛ, которые не попадают ни в одну из выше 
представленных групп. 
 
1.2.1 Генетическая основа развития острого миелоидного лейкоза 
 
ОМЛ характеризуется высокой степенью гетерогенности в отношении 
хромосомных аномалий и мутаций генов [5]. На основе разновидностей 
генетических дефектов выделяют 2 основные группы ОМЛ. 
К первой группе относят пациентов с различными хромосомными 
аберрациями, приводящими к изменению кариотипа. Наиболее 
распространенными хромосомными аберрациями являются реципрокные 
транслокации, в результате которых происходит образование химерных генов 
[6]. Образование химерного гена приводит к экспрессии химерного белка, 
который способен стимулировать бесконтрольную клеточную пролиферацию и 
блокировать дифференцировку миелоидных клеток. 
Хромосомная транслокация t(8;21)(q22;q22) является одной из основных 
рецидивирующих хромосомных транслокаций, ее обнаружение позволяет 
диагностировать ОМЛ независимо от количества бластных клеток в 
периферической крови или костном мозге. Данная транслокация встречается у 
5-10% пациентов с ОМЛ, преимущественно – у молодых людей до 30 лет и редко 
у младенцев [7]. В большинстве случаев транслокация t(8;21)(q22;q22) является 
единственным хромосомным изменением у пациентов, но t(8;21) также может 
встречаться с дополнительными численными или структурными аномалиями 
(например потеря хромосомы X или Y, del(9q) , +8, del(7q), -7). Т(8; 21)(q22; q22) 
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характеризуется тем, что область  гена RUNX1 (AML1 или CBFA), 
расположенная на 21q22, и область гена RUNX1T1 (ETO, MTG8 или CBFA2T1), 
расположенная на 8q22, образуют гибридный ген RUNX1 / RUNX1T1 [8]. 
RUNX1 кодирует транскрипционный регуляторный фактор CBFα, который в 
комплексе с CBFβ активирует транскрипцию генов, контролирующих 
миелоидную дифференцировку. В конечном итоге транслокация t(8;21)(q22;q22) 
приводит к образованию химерного белка CBFα-ЕТО, что в свою очередь 
ингибирует транскрипцию факторов дифференцировки миелоидных клеток. 
Транслокация t(15; 17)(q24; q21) обнаруживается примерно в 95% острого 
промиелоцитарного лейкоза (специфического подтипа ОМЛ). Транслокация 
t(15;17) приводит к слиянию гена PML расположенного на 15q24 и гена RARA 
расположенного на 17q21 с образованием химерного гена PML-RARα. 
Транслокация t(15;17) приводит к экспрессии гена PML-RARα в 
гемопоэтических миелоидных клетках [9]. Химерный белок PML-RARα 
действует как репрессор транскрипции генов, участвующих дифференцировке и 
апоптозе миелоидных клеток. 
Inv(16)(p13.1q22) обнаруживается примерно в 5-8 % случаев ОМЛ. 
Встречается во всех возрастных группах, но преимущественно у молодых 
пациентов. В результате inv (16) происходит слияние генов CBFB / MYH11. Это 
слияние нарушает нормальную функцию ключевого белкового комплекса 
(CBFB), который участвует в регуляции гематопоэза млекопитающих и развитии 
костей, что в конечном итоге приводит к нарушению созревания 
гематопоэтических клеток. 
Перестройки гена MLL (KMT2A), расположенного на 11q23, составляют 
примерно 5% случаев ОМЛ и наблюдаются преимущественно у людей среднего 
возраста. Перестройки гена MLL представляют собой различные транслокации, 
которые приводят к образованию химерных генов [10]. На сегодняшний день 
известно более 70 генов, образующих с геном MLL химерные продукты: 
t(9;11)(p22;q23) (MLLT3), t(10;11)(p12;q23) (MLLT10), t(11;19)(q23;p13.1) 
(MLLT1), t(11;19)(q23;p13.3) (ELL), t(11;17)(q23;q21) (MLLT6), t(1;11)(q21; q23) 
10 
 
(MLLT11), t(X;11) (q24;q23) (SEPT6) и т.д. Хромосомные перестройки с 
участием гена MLL в большинстве случаев определяют плохой прогноз и 
поэтому имеют большое клиническое значение. 
Ко 2 группе относятся пациенты без цитогенетических отклонений. Такие 
лейкозы называются цитогенетически-нормальными острыми миелоидными 
лейкозами (ЦН-ОМЛ). У пациентов с ЦН-ОМЛ был выявлен целый спектр 
патогенных мутаций, представляющих собой по большей части дупликации 
небольших генных фрагментов и точечные мутации. Наиболее значимыми для 
определения прогноза и стратегии лечения ОМЛ являются мутации в генах: 
FLT3, MLL, СЕВРА, RUNX1 (AML1), NPМ [11-13]. 
 
1.2.2 Мутации гена FLT3 
 
Ген FLT3 расположен на хромосоме 13q12 и включает 24 экзона. Данный 
ген кодирует мембрано-связанную рецепторную тирозинкиназу (RTK), которая 
принадлежит к семейству рецепторных тирозинкиназ класса 3 [14]. Рецептор 
FLT3 состоит из внеклеточного лиганд-связывающего домена (Ig-like domain), 
состоящего из пяти иммуноглобулиноподобных доменов, трансмембранного 
домена (TM), юкста-мембранного домена (JM) и внутриклеточного киназного 
домена (TKD1; TKD2), разделенного на две части с помощью киназной вставки 
(KI). Строение рецептора FLT 3 представлено на рисунке 1. 
 
Рисунок 1 – Строение рецептора FLT3 [14]. 
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Лиганд для FLT3 (лиганд FLT3 или FL) был клонирован в 1993 году. FL 
экспрессируется в клетках микроокружения костного мозга, включая 
фибробласты костного мозга, а также в миелоидном ростке кроветворения. FL 
приводит к димеризации рецептора и его аутофосфорилированию, запуская 
сигнальные пути, ответственные за пролиферацию клеток. На это 
взаимодействие влияют и другие цитокины, такие как лиганд Kit (KL). Показано, 
что при стимуляции in vitro клеток-предшественников либо только FL, или либо 
только KL, достигается незначительный или нулевой пролиферативный ответ, 
но оба лиганда вместе синергически усиливают рост. Схема активации FLT3 
представлена на рисунке 2. 
 
Рисунок 2 – Механизм активации рецептора FLT3 [16]: 
А – неактивная форма, В – активная форма 
Два киназных домена (TKD1 и TKD2) формируют активный центр 
фермента, в основе которого лежит петля активации (А-петля). В неактивной 
форме JM домен принимает такую конформацию, которая блокирует А-петлю, 
что приводит к ингибированию самодимеризации. При связывании лиганда 
происходит преодоление ингибирующего эффекта, за счет 
аутофосфорилирования тирозинкиназы в JM и, как следствия, изменения его 
конформации. Активная форма тирозинкиназы фосфорилирует нижестоящие 
элементы сигнальных путей, запуская каскад реакций, ведущих к пролиферации 
и активации клеток. Такими путями являются MAP-киназный и AKT пути. 
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Также упоминается STAT путь, однако есть упоминание о патологичности 
данного пути для FLT3.  
FLT3 экспрессируется на миелоидных и лимфоидных клетках-
предшественницах, и по мере дифференцировки кроветворных клеток 
экспрессия снижается. FLT3 играет важную роль в пролиферации, 
дифференцировке и выживании мультипотентных стволовых клеток. FLT3 
экспрессируется в 90% лейкозных бластов у пациентов с ОМЛ [15,16]. Мутации 
в гене FLT3 являются одними из наиболее частых соматических изменений и 
встречаются у 25–45% пациентов с ОМЛ. Клинические рекомендации ВОЗ 2017 
года включают наличие FLT3 мутаций в диагностические критерии диагностики 
ОМЛ. Мутации FLT3 представлены двумя основными типами. Наиболее 
распространенным типом является тандемная дупликация нуклеотидов (ITD) в 
экзонах 14 и 15 (ранее известные как экзоны 11 и 12). ITD-FLT3 встречается у 
25–35% взрослых и 12% детей с ОМЛ [17]. Длина дуплицированной области 
варьируется от 3 до 1236 нуклеотидов, но несмотря на эту гетерогенность, ITD 
всегда находится в пределах рамки считывания [18].  
Мутации в домене TKD являются вторым наиболее распространенным 
типом мутаций FLT3 при ОМЛ (встречается у 14% взрослых пациентов с ОМЛ) 
[19]. Мутации в TKD в основном представляют собой точечные мутации, 
приводящие к замене аминокислот в петле активации TKD2 (D835, I836 и Y842) 
и TKD1 (N676 и F691). Другие точечные мутации также были 
идентифицированы в TKD и других доменах (например в Ig-like и JM домене). 
Данные мутации встречаются у 2% пациентов с ОМЛ. Прогностическая 
значимость мутаций FLT3-TKD в общей популяции ОМЛ и влияние аллельного 
соотношения FLT3-TKD все еще остаются спорными и могут зависеть от 
дополнительных мутаций, а также от цитогенетического фона [20]. 
1.2.3 Стратификация ОМЛ по группам прогноза 
 
Использование молекулярных маркеров в качестве прогностических 
факторов позволяет разделить пациентов c ОМЛ на 3 клинические группы 
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прогноза: благоприятная, промежуточная и неблагоприятная. Молекулярно-
генетическая классификация ОМЛ представлена в таблице 1. 
Таблица 1 – Молекулярно-генетическая классификация ОМЛ 2017 г. 
Группа риска Генетические аномалии 
Благоприятная 
• NPM1«+»/FLT3-ITD«-» или FLT3-ITD«+» (низк) 
• Биаллельная мутация CEBPA 
• t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
• inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
Промежуточная 
• NPM1«+»/FLT3-ITD«+» (выс) 
• NPM1«-»/FLT3-ITD«-»или FLT3-ITD«+» (низк) в отсутствии 
неблагоприятных генетических аномалий 
• t(9;11)(p22;q23); MLLT3-KMT2A (ранее MLLT3-MLL) 
• Цитогенетические аномалии, не классифицированные как 
благоприятные или неблагоприятные 
Неблагоприятная 
• Комплексный кариотип 
• Моносомный кариотип 
• -5или del(5q); -7; -17/abn(17p) 
• T(v;11q23.3); KMT2A (перегруппированный аллельный 
сегмент) 
• inv(3)(q21q26.2) или t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 
• t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
• T(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 
• NPM1«-»/FLT3-ITD«+» (выс) 
• Мутация TP53 
• Мутация RUNX1 (не является неблагоприятной при подтипе 
ОМЛ из группы благоприятного риска) 
• Мутация ASXL1 (не является неблагоприятной при подтипе 
ОМЛ из группы благоприятного риска) 
 
Группа пациентов с благоприятным прогнозом характеризуется 90% 
частотой полных ремиссий (ПР) и 55–85% частотой 5-летней выживаемости [21]. 
Так, пациенты с транслокацией t(8;21)(q22;q22) и инверсией inv(16)(p13.1;q22) 
относятся к группе благоприятного прогноза [22]. Присутствие у пациентов 
благоприятной группы прогноза нескольких хромосомных аберраций не 
ухудшает прогноз течения заболевания, а даже может увеличить вероятность 
успешного лечения, как, например, в случае одновременного присутствия 
inv(16)(p13.1;q22) и трисомии 22 хромосомы. 
Пациенты группы неблагоприятного прогноза характеризуются 60% 
частотой ПР и 20% частотой пятилетней выживаемости [23]. К группе 
неблагоприятного прогноза относятся пациенты с хромосомными аберрациями: 
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t(6;9)(p23;q34.1); t(v;11q23.3); t(9;22)(q34.1;q11.2); inv(3)(q21.3q26.2). Часто у 
неблагоприятной группы прогноза встречаются дополнительные хромосомные 
аномалии: -5 или del(5q); -7; аберрации (17р). Также к неблагоприятной группе 
ОМЛ относят пациентов с комплексным кариотипом. На данный момент 
комплексным кариотип при ОМЛ принято называть наличие у пациента более 3 
хромосомных аберраций [23]. Кроме того, к группе неблагоприятного прогноза 
относят пациентов с моносомным кариотипом. Под моносомным кариотипом 
при ОМЛ понимают наличие у пациента 2 аутосомных моносомий или 
одновременное присутствие аутосомной моносомии с любой траслокацией или 
инверсией, кроме t(8;21)(q22;q22) и inv(16)(p13.1;q22) [24]. 
У пациентов с ОМЛ был выявлен целый спектр прогностически значимых 
мутаций в различных генах. На сегодняшний день 90 % случаев ОМЛ можно 
определить к различным клиническим группам прогноза, в зависимости от 
выявленных мутаций, в особенности диагностика данных мутаций важна для 
пациентов с нормальным кариотипом. На данный момент мутации в генах 
NPM1, FLT3, а также в гене CEBPA, являются наиболее изученными 
молекулярно-генетическими маркерами ЦН-ОМЛ с установленной 
прогностической значимостью [22]. 
Пациенты с мутациями в генах NPM1 и CEBPA (биаллельной) в 
отсутствии мутаций FLT3-ITD относятся к группе с благоприятным прогнозом. 
Наличие мутации FLT3-ITD значительно снижает показатели безрецидивной и 
общей выживаемости пациентов с ОМЛ. На прогноз заболевания влияет не 
только наличие мутации FLT3-ITD, но и уровень аллельной нагрузки мутации. 
Так, пациенты с высоким уровнем аллельной нагрузки мутации относятся к 
группе с неблагоприятным прогнозом. Следует отметить, что на клиническое 
течение ОМЛ влияют определенные комбинации мутаций, например, мутация 
NPM1 имеет благоприятный прогноз только в отсутствие мутации FLT3-ITD 
(или FLT3-ITD с низким аллельным соотношением), тогда как одновременное 
присутствие мутаций NPM1 и FLT3–ITD (с высоким аллельным соотношением) 
определяет пациентов в промежуточную группу риска. Кроме того, многие 
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исследования показывают, что мутации генов RUNX1 (AML1), ASXL1, TP53 
служат независимыми факторами неблагоприятного прогноза [25]. 
 
1.3 Миелопролиферативные неоплазмы 
 
Ph-негативные миелопролиферативные новообразования (Ph-МПН) – 
группа патологий, включающая в себя несколько Ph-негативных 
гематологических заболеваний. В данную группу классических Ph-негативных 
МПН относят: истинную полицитемию (ИП), миелофиброз (МФ), 
эссенциальную тромбоцитемию (ЭТ). Их происхождение связано с 
пролиферацией клеточных линий миелопоэза в костном мозге. 
Ключевым звеном патогенеза Ph-МПН является неконтролируемая 
активация клеточного сигнального пути JAK/STAT [26], обусловленная 
соматическими мутациями в таких генах, как ген янус-киназы (JAK2), ген 
тромбоэтинового рецептора (MPL) и ген кальретикулина (CALR). 
Встречаемость JAK2 мутации среди пациентов с ИП составляет 95%, с ЭТ – 50-
70%, с МФ – 40-50%. Встречаемость MPL мутаций среди пациентов с МФ и ЭТ 
составляет 8% и 10%, соответственно. Мутации в гене CALR среди пациентов с 
МФ и ЭТ встречаются в 35% и 25% случаев, соответственно. Случаи наличия 
CALR мутаций при ИП в литературе встречаются, но остается неясным 
клиническое значение таких мутации и их вклад в развитие патогенеза ИП [27]. 
 
1.3.1 Строение сигнального пути JAK/STAT 
 
Понимание механизмов, посредством которых внеклеточный сигнал 
влияет на активацию транскрипции, значительно продвинулось благодаря 
изучению передачи сигналов через рецепторы цитокинов. В частности, 
исследования индукции транскрипции цитокинами (интерфероном α, β и γ) через 
их рецепторы способствовали понимаю сигнального пути JAK/STAT [28]. У 
млекопитающих путь JAK/STAT является основным сигнальным механизмом 
для передачи сигнала от широкого спектра цитокинов и факторов роста. 
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JAK/STAT сигнальный путь стимулирует пролиферацию, дифференцировку, 
миграцию и апоптоз клеток. Эти клеточные события играют важную роль для 
процессов кроветворения, развития иммунитета, адипогенеза и других 
процессов. Предсказуемо, что мутации, которые конститутивно активируют 
сигнальный путь JAK/STAT, влияют на эти процессы [29]. 
JAK/STAT сигнальная система (Janus Kinases –signal transducerand activator 
of transcription) представляет собой сигнальный путь, состоящий из Янус-киназы 
(JAK), сигнального белка-трансдуктора и активатора транскрипции (STAT). 
У млекопитающих семейство JAK состоит из четырех членов: JAK1, JAK2, 
JAK 3 и Tyk2. JAK представляют собой мультидоменные белки, состоящие из N-
концевого FERM-домена, SH2-подобного домена, псевдокиназного домена (JH2) 
и каталитически активного домена (JH1). Структура янус-киназы 2 представлена 
на рисунке 3. Домены FERM и SH2 тесно связаны и образуют единую 
структурную единицу. Данные домены ответственны за связывание JAK с 
рецептором. Домен JH2 играет отрицательную роль в ауторегуляции 
деятельности JAK2, что имеет важное значение в нормальных регуляторных 
функциях [30]. Домен JH1 является каталитически активным и необходимым для 
фосфорилирования рецептора и факторов транскрипции STAT. 
 
Рисунок 3 – Структура янус-киназы JAK2 [26]. 
STAT являются латентными факторами транскрипции, которые находятся 
в цитоплазме до активации. У млекопитающих STAT представляют собой 
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семейство из семи структурно и функционально связанных белков: STAT 1, 
STAT 2, STAT 3, STAT 4, STAT 5a и STAT 5b, STAT 6 [31]. STAT 
млекопитающих имеют консервативный остаток тирозина вблизи С-конца, 
который фосфорилируется JAK. Этот фосфотирозин обеспечивает димеризацию 
STAT посредством взаимодействия с консервативным доменом SH2. Структура 
STAT представлена на рисунке 4. 
 
Рисунок 4 – СтруктураSTAT [31]. 
В основе работы сигнального каскада JAK/STAT лежит активность 
тирозинкиназ класса Jak, которые нековалентно связаны с рецепторами 
цитокинов [32]. Структура JAK/STAT сигнального пути представлена на 
рисунке 5. 
 
Рисунок 5 – Структура JAK-STAT сигнального пути [32]. 
 Связывание лиганда индуцирует димеризацию рецепторов, что приводит 
к их активации. При этом тирозинкиназы Jak осуществляют 
трансфосфорилирование друг друга, а также С-концевых хвостов рецепторов. С 
образовавшимися остатками фосфотирозина связываются белки STAT, 
имеющие в своем составе домен SH2. Далее активированные JAK 
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фосфорилируют белки STAT. Фосфорилированные белки STAT образуют 
димеры посредством взаимодействия остатков фосфотирозина и SH2-доменов в 
составе друг друга. Высвободившиеся из комплекса с рецептором STAT 
проникают в ядро и связываются со специфическими регуляторными 
последовательностями для активации или репрессии транскрипции генов-
мишеней. 
 
1.3.2 Мутации генов сигнальных путей 
 
Молекулярная основа Ph-МПН была частично выяснена в 2005 году, когда 
была обнаружена мутация JAK2 V617F у большинства пациентов с ИП и 
примерно у 60% пациентов с ЭТ и МФ [33]. Позднее было обнаружено, что 
соматические мутации в 12 экзоне гена JAK2 присутствуют у остальных JAK2 
V617F негативных пациентов с ИП, в то время как мутации в 10 экзоне гена MPL 
присутствуют примерно в 5% случаев при ET и МФ [34,35]. Клинические 
рекомендации ВОЗ 2008 года включали наличие указанных мутаций в основные 
диагностических критерии диагностики Ph-МПН [4]. Также в 2013 году две 
научные группы независимо обнаружили и описали наличие различных 
вариантов соматических мутаций в 9 экзоне гена CALR у 20–25% JAK2- и MPL-
негативных пациентов с ЭТ и МФ. В последствие мутации в гене CALR были 
включены в диагностические критерии ВОЗ 2016 года [2]. 
JAK2 V617F – соматическая мутация, которая локализована в 14 экзоне 
гена JAK2. JAK2 V617F характеризуется заменой гуанина на тимин в положении 
1849 короткого плеча 9 хромосомы, что в свою очередь приводит к замене валина 
на фенилаланин в кодоне 617 домена JH2 [36]. Считается, что домен JH2 является 
аутоингибирующим, а валин 617 играет важную роль в автоингибировании 
JAK2-киназы [37]. Таким образом, замена валина на фенилаланин в кодоне 617 
приводит к конститутивной киназной активности, приводящей к цитокин-
независимой активации JAK-STAT-сигнального пути. Механизм активации 
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JAK-STAT сигнального пути при мутации в гене JAK2 представлен на рисунке 
6. 
 
Рисунок 6 – Механизм активации JAK-STAT сигнального пути при 
мутации в гене JAK2 [37]. 
На сегодняшний день выявлено большое количество мутаций в 12 экзоне 
гена JAK2. Наиболее распространёнными мутациями являются: N542-E543del, 
E543-D544del, F537-K539delinsL, K539L, и R541-E543delinsK [38]. Эти мутации 
затрагивают регион, связанный с доменами JH2 и JH3 (рисунок 7). Они 
модифицируют структуру домена JH2, что приводит к модификации ответа на 
воздействие фактора роста и формированию фенотипа Ph-МПН. 
Мутации 12 экзона гена JAK2 вызывают цитокин-
независимую/гиперчувствительную пролиферацию в клеточных линиях, 
экспрессирующих рецептор эритропоэтина, и конститутивную активацию 
передачи сигналов JAK-STAT. 
 
Рисунок 7 –  Локализация мутаций JAK2 [38]. 
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Мутация MPLW515L локализована в 10 экзоне гена MPL. В результате 
данной мутации происходит замена гуанина на тимин в положении 1544 
короткого плеча 1 хромосомы. Мутация MPL W515L обуславливает изменения 
в юкстамембранном домене тромбопоэтинового рецептора (рисунок 8).  
 
Рисунок 8 – Структура гена рецептора тромбопоэтина (MPL) и 
локализация соматической мутаций W515K/L [39]. 
Юкстамембранный домен играет важную роль в поддержании рецептора в 
его неактивном состоянии при отсутствии лиганда [39]. Таким образом, мутация 
MPLW515L приводит к потере контроля над активацией рецептора 
тромбопоэтина и активации сигнального пути JAK-STAT. 
 
1.3.3 Соматические мутации в гене кальретикулина (CALR) 
 
Кальретикулин это многофункциональный белок, состоящий из 417 
аминокислот, молекулярным весом 46 кДа, который преимущественно 
локализуется в эндоплазматическом ретикулуме (ER) [40]. Белок состоит из трех 
основных областей: первая область представляет собой N-концевой лектин 
связывающий домен, он содержит 8 антипараллельных нитей [41]. 
Дисульфидная связь, образованная остатками цистеина в N-домене, может 
взаимодействовать с P-доменом для создания важной шаперонной функции. 
Вторая область – это богатый пролином домен P, который содержит два набора 
трех повторяющихся регионов [42]. Эти повторяющиеся аминокислотные 
последовательности образуют лектиноподобные шапероновые структуры, 
которые ответственны за фолдинг CALR. Третья область – С-домен, который 
содержит несколько сайтов и имеет очень важное значение для присоединения 
Ca2+. Известно, что связывание Ca2+ с этой областью играет важную роль во 
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взаимодействии с другими белками шаперонами в ER. Кроме того, С-конец 
содержит сигнальную последовательность (KDEL), определяющую 
локализацию этого белка в эдоплазматическом ретикулуме. СALR также может 
концентрироваться в цитозоле и на поверхности клетки. Помимо этого, С-домен 
имеет важное значение при миграции CALR из просвета ЭР в цитозоль [43]. 
Исследования показали, что процесс миграции инициируется истощением ЭР 
Ca2+. 
Ген CALR расположен на коротком плече 19 хромосомы и состоит из 9 
экзонов. К настоящему времени в гене CALR было обнаружено более 50 
различных мутаций, среди которых, наиболее распространенными являются: 
делеция 52 bp (Тип-1; c.1099_1150del; L367fs * 46), и вставка 5 bp (Тип-2; 
c.1154_1155insTTGTC; K385fs * 47). Встречаемость этих двух мутаций 
составляет 88% от всех мутаций в гене CALR. Оставшиеся 12% включают в себя 
другие делеции или вставки или их комбинации, которые либо уникальны, либо 
обнаружены у небольшого числа пациентов. 
Мутации в 9 экзоне гена CALR приводят к сдвигу рамки считывания, что 
в свою очередь влечет к изменению аминокислотной последовательности белка. 
Все изменения аминокислотной последовательности локализуются в концевой 
части белка (С-домене). В С-домене происходит замена отрицательно 
заряженных аминокислот на положительно заряженые (аргинин и метионин) 
[44]. Кроме того, последние 4 аминокислоты кальретикулина содержат сигнал 
удерживания в эндоплазматическом ретикулуме. Этот сигнал отсутствует в 
мутантном кальретикулине, что приводит к миграции белка в цитозоль и 
присоединению С-концевого домена к рецептору MPL, что индуцирует 
структурные изменения в рецепторе, достаточные для активации JAK2. 
Активированная JAK2 фосфорилирует сигнальные молекулы ERK1/2 и STAT5. 
Конечным результатом связывания мутантного белка CALR c рецептором MPL 
является лиганд-независимая активация JAK-STAT пути, приводящая к 
пролиферации клеток миелоидного клона [45]. На рисунке 9 показано 
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схематическое изображение взаимодействия мутантного белка CALR с 
рецептором MPL. 
 
Рисунок 9 – Активация рецептора тромбопоэтина c-MPL мутантным 
белком CALR [46]. 
Таким образом, участие данной мутации в активации JAK-STAT-пути 
выражается в цитокин-независимой активации тромбопоэтинового рецептора. 
 
1.4 Методы выявления мутаций в гене FLT3 
 
Анализ мутаций в гене FLT3 наряду с определением хромосомных 
аберраций используется для оценки прогностического риска и подбора 
таргетных препаратов. 
Выявление мутациий в гене FLT3 осложняется их локализацией в двух 
участках гена, а также варьированием размеров возможной тандемной 
дупликации (от 3 до 1236 нуклеотидов). В настоящее время для определения 
мутационного статуса FLT3 используется большое количество разнообразных 
молекулярно-генетических методов: ПЦР с последующим агарозным 
электрофорезом, секвенирование по Сэнгеру, фрагментный анализ, 
высокопроизводительное секвенирование [47-51]. Данные методы различаются 
по чувствительности и времени выполнения. 
ПЦР с последующим электрофорезом в агарозном геле является 
широкодоступным методом выявления мутаций, однако имеет ряд ограничений 
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[47]. Нередко тандемный повтор может состоять всего из нескольких 
нуклеотидов, в таком случае становятся невозможным отличить мутантный 
продукт от основного. В данном случае для выявления ITD-FLT3 лучше всего 
подходит фрагментный анализ. Этот метод обладает высокой степенью 
разрешения и позволяет разделять фрагменты, слабо различающиеся по размеру. 
Однако данный метод имеет ограничение чувствительности в диапазоне 5-10% 
[48]. 
Cеквенирование по Сэнгеру и высокопроизводительное секвенирование 
подходят для точного определения длины и места вставки нуклеотидной 
последовательности. Однако являются дорогостоящими методами и требуют 
экспертной оценки при анализе результатов [50,51]. 
 
1.5 Методы выявления мутаций в гене CALR 
 
Мутации в гене CALR обуславливают развитие клинической картины ЭТ 
и МФ и предлагаются в качестве обязательного лабораторного теста для 
подтверждения диагноза. 
К настоящему времени в гене CALR было обнаружено более 50 различных 
мутаций, среди которых наиболее распространенными являются: делеция 52 bp 
(Тип-1; c.1099_1150del; L367fs * 46), и вставка 5 bp (Тип-2; 
c.1154_1155insTTGTC; K385fs * 47). Встречаемость этих двух мутаций 
составляет 88% от всех мутаций в гене CALR. Оставшиеся 12% включают в себя 
другие делеции или вставки или их комбинации, которые либо уникальны, либо 
обнаружены у небольшого числа пациентов. 
На данный момент для выявления соматических мутаций в гене CALR, 
используется большое количество разнообразных молекулярно-генетических 
методов. Среди наиболее распространенных можно отметить следующие: 
секвенирование по Сэнгеру [52], фрагментный анализ [53], анализ кривых 
плавления с высоким разрешением [54], ПЦР в реальном времени с 
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использованием зондов TaqMan [55], высокопроизводительное секвенирование 
[56]. 
Каждый из методов имеет свои преимущества и недостатки при выявлении 
мутаций в гене CALR. Например, ПЦР в реальном времени с использованием 
зондов TaqMan, имеет ограниченные возможности для обнаружения 
многочисленных мутаций в гене CALR, поскольку позволяет определить лишь 
те мутации, на которые непосредственно отжигается праймер. Секвенирование 
по Сэнгеру и фрагментный анализ имеют ограниченную чувствительность в 
диапазоне 10-25% и 5-10%, соответственно [52]. Высокопроизводительное 
секвенирование обеспечивает наименьший порог обнаружения (1-1.5%), но все 
еще остается дорогостоящей и требует много времени на подготовку, не говоря 
уже о последующем трудоемком аналитическом этапе [57]. 
 
1.6 High Resolution Melt 
 
High Resolution Melt (плавление высокого разрешения или HRM анализ) – 
это новый метод анализа кривых плавления последовательностей ДНК с 
высоким разрешением, разработанный IdahoTechnology и университетом из 
штата Юта в США [58]. Данный анализ проводится на амплификаторах в режиме 
реального времени. 
Первым этапом протокола HRM является амплификация интересующего 
участка с использованием стандартной техники ПЦР в присутствии 
специализированного красителя, связывающегося с двухцепочечной ДНК 
(дцДНК). Для проведения анализа кривых плавления высокого разрешения 
рекомендуют использовать насыщающие интеркалирующие красители, такие 
как EvaGreen, LCGreen и SYTO9, поскольку при использовании ненасыщающего 
красителя, такого как SYBRGreen, молекулы красителя во время плавления ДНК 
могут перемещаться на нерасплавленные участки двухцепочечной ДНК, 
результатом чего является незначительное или неравномерное изменение 
температуры на кривой ДНК (рисунок 10). 
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Рисунок 10 – Отличие и преимущество красителя EVA Green (В) от 
SYBR Green (А). 
Вторым этапом протокола HRM является получение кривых плавления 
ДНК. Кривые плавления получают путем измерения уменьшения 
флуоресценции при медленном увеличении температуры с высоким уровнем 
точности (0,05–0,1C°). Флуоресценция уменьшается на каждом этапе из-за 
перехода ДНК от двухцепочечной к одноцепочечной. 
С помощью программного обеспечения данные об изменении уровня 
флуоресценции в зависимости от температуры преобразуются в график [59]. 
Помимо этого, сигналы флуоресценции нормализуются до относительных 
значений 1 и 0, что способствует устранению различий фоновой флуоресценции 
и повышению способности детектирования незначительных профилей 
плавления. Для упрощения визуального анализа строят дифференциальные 
графики зависимости dF флюоресценции от dT температуры [59]. 
Температура плавления ампликона, при которой ДНК денатурирует, 
полностью предсказуема. Это зависит от последовательности оснований ДНК. 
Если вы сравниваете два образца от двух разных людей, они должны дать 
одинаковую кривую плавления. Однако, если один человек имеет мутацию в 
анализируемой области ДНК, то это приведет к изменению температуры 
плавления, при которой нить ДНК расплавится друг от друга. Разница, 
представленная на рисунке 11, между двумя этими кривыми плавления может 
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быть очень маленькой, но HRM анализ, приборы и программное обеспечение 
имеет возможность контролировать этот процесс «высокого разрешения», 
можно точно документировать эти изменения и, следовательно, определить 
наличие или отсутствие мутации. 
 
Рисунок 11 – Изменение температуры плавления при однонуклеотидной 
замене. 
Анализ гомо- и гетерозиготных образцов имеет ряд особенностей: реакция 
ПЦР, которая содержит только один тип последовательности ДНК, такой как 
гомозиготные матрицы диплоидных организмов, дает кривую плавления с одним 
пиком. Реакция ПЦР содержащая гетерозиготные матрицы приводят к 
образованию смеси гомо- и гетеродуплексов. Из-за несовершенного связывания 
их цепей температура плавления в гетерополимерах сильно снижается, что 
приводит к раннему пику на кривой (рисунок 12). 
 
 
Рисунок 12 – Кривые плавления от гомо- и гетерозиготных образцов 
Метод HRM имеет преимущество обнаружения неизвестных мутаций. Он 
является простым и быстрым методом скрининга мутаций: никакие 
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дополнительные приборы не требуется после ПЦР-амплификации. Этап кривых 
плавления с высоким разрешением можно добавить к концу амплификации, а 
после завершения анализировать специальным программным обеспечением. 
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2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
2.1 Объект исследования 
 
Исследование было выполнено на базе НПЛМГМИ СФУ в г. Красноярске. 
Для проведения скринингового исследования соматических мутаций в генах 
FLT3 и CALR методом HRM-анализа использовались образцы ДНК от 2 
пациентов с подтверждённым диагнозом ОМЛ и от 5 пациентов с диагнозом Ph-
МПН. Наличие мутаций в генах FLT3 и CALR, а также уровень аллельной 
нагрузки были определены ранее методами фрагментного анализа и 
пиросеквенирования соответственно. В качестве контролей использовали 5 
образцов ДНК без мутаций в анализируемом участке гена FLT3 и 2 образца ДНК 
без мутаций в гене CALR. Отсутствие каких-либо мутаций и полиморфизмов в 
исследуемых областях было подтверждено секвенированием по методу Сэнгера. 
 
2.2 Выделение ДНК из клинического материала с использованием 
реагента «ДНК-сорб-B» 
 
Выделение ДНК из цельной крови с использованием реагента «ДНК- сорб-
B» («АмплиСенс») проводилось по следующей методике: 
1) Достать из набора «ДНК-сорб-В» лизирующий раствор и раствор для 
отмывки 1 и поставить на нагревающуюся поверхность термостата, на 
термостате выбрать «Режим 1» и температуру 65°С. 
2) Отобрать необходимое количество одноразовых пробирок типа 
Eppendorf на 1,5 мл. Подписать пробирки (на крышке пробирки № пробы; на 
боковой поверхности: № пробы, фамилия пациента, дата выделения ДНК). Если 
необходимо, выделить отдельную пробирку для отрицательного контрольного 
образца (ОКО), на ней подписать «ОКО» и дату, отставить эту пробирку в 
сторону. В пробирки (во все, кроме «ОКО») добавить по 1 мл гемолетика (одним 
наконечником). Затем внести в пробирки с гемолитиком по 250 мкл исследуемой 
цельной крови (кровь предварительно перемешать пипетированием (если она 
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находится в «эппендорфе») или переворачиванием 5-6 раз (если она находится в 
«вакутейнере»)), закрыть крышку и перемешать на вортексе. 
3) Оставить пробирки при комнатной температуре на 5 мин, еще раз 
перемешать на вортексе и оставить еще на 5 мин. 
4) Центрифугировать пробирки на микроцентрифуге при 8 тыс об/мин 
в течение 2 мин. Надосадочную жидкость отобрать, не задевая осадка, используя 
вакуумный отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы. 
5) После отмывки осадок клеток должен быть белым, допускается 
наличие только небольшого налета розоватого цвета над осадком (остатки 
разрушенных эритроцитов). 
6) В пробирку «ОКО» добавить 100 мкл ОКО (из набора для 
секвенирования или др.). 
7) Внести в каждую пробирку по 300 мкл лизирующего раствора 
(одним наконечником). 
8) Пробы тщательно перемешать на вортексе и прогреть 5 мин при 
температуре 65 °С. Процентрифугировать 5 с при 5 тыс об/мин на 
микроцентрифуге. 
9) Тщательно ресуспендировать сорбент универсальный на вортексе. В 
каждую пробирку отдельным наконечником добавить по 25 мкл 
ресуспендированного сорбента универсального. Перемешать на вортексе, 
поставить в штатив на 2 мин, еще раз перемешать и оставить в штативе на 5 мин. 
10) Осадить сорбент универсальный в пробирках центрифугированием 
при 5 тыс об/мин в течение 30 с. Удалить надосадочную жидкость, используя 
вакуумный отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы. 
11) Добавить в пробы по 300 мкл раствора для отмывки 1 (одним 
наконечником), перемешать на вортексе до полного ресуспендирования 
сорбента универсального. Осадить сорбент универсальный 
центрифугированием при 5 тыс об/мин на микроцентрифуге в течение 30 с. 
Удалить надосадочную жидкость, используя вакуумный отсасыватель и 
отдельный наконечник для каждой пробы. 
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12) Добавить в пробы по 500 мкл раствора для отмывки 2 (одним 
наконечником), перемешать на вортексе до полного ресуспендирования 
сорбента универсального, процентрифугировать 30 с при 10 тыс об/мин на 
микроцентрифуге. Удалить надосадочную жидкость, используя вакуумный 
отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы. 
13) Повторить процедуру отмывки, следуя пункту 8, удалить 
надосадочную жидкость полностью. 
14) Поместить пробирки в термостат при температуре 65 °С на 5-10 мин 
для подсушивания сорбента универсального. При этом крышки пробирок 
должны быть открыты. 
15) В пробирки добавить по 50 мкл ТЕ-буфера для элюции ДНК. 
Перемешать на вортексе. Поместить в термостат при температуре 65 °С на 5 мин, 
периодически встряхивая на вортексе. 
16) Процентрифугировать пробирки при 13 тыс об/мин в течение 1 мин 
на микроцентрифуге. Надосадочная жидкость содержит очищенную ДНК. 
 
2.3 Измерение концентрации ДНК 
 
Измерение концентрации ДНК проводилось с помощью флуориметра 
Qubit (Invitrogen). Действие этого метода основано на том, что специфичный 
флуоресцентный краситель связывается только с молекулой-мишенью (в данном 
случае с ДНК) и определяет точную концентрацию ДНК в образце. 
Измерение концентрации ДНК с использованием набора реагентов Quant-
iT™ dsDNA HS Assay Kit и флуориметра Qubit (Invitrogen) производилось 
согласно следующей методике: 
1) Разморозить все реагенты при комнатной температуре. 
2) Наставить пробирки на 0,5 мл в количестве (n), равном числу 
образцов ДНК плюс 2 стандарта. Подписать на крышечках номера образцов и 
стандартов. 
3) Приготовить рабочую смесь: 1×n мкл реагента + 199×n мкл буфера 
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4) Раскапать в пробирки:  
а) для стандартов 190 мкл рабочей смеси + 10 мкл стандарта; 
б) для исследуемых образцов: 199-180 мкл рабочей смеси + 1-20 мкл ДНК. 
5) Вортексировать 2-3 сек, сбросить капли. 
6) Инкубировать 2 мин. 
7) Включить Qubit в сеть. Если прибор находится в спящем режиме, 
нажать любую кнопку для перехода в рабочий режим. 
8) Выбрать вид анализа (dsDNA HS Assay), используя кнопки ↑ и ↓. 
Нажать GO. 
9) Произвести калибровку: 
а) Выбрать старую калибровку – Use last calibration. Нажать GO. 
ИЛИ 
б) Произвести калибровку заново: 
- вставить Стандарт №1, нажать GO; 
- вставить Стандарт №2, нажать GO. 
10) Вставить исследуемую пробу, нажать GO. На экране появится число. 
11) Рассчитать концентрацию ДНК в исходном образце: выбрать 
Calculate sample concentration используя кнопки ↑ и ↓, нажать GO. 
12) Записать результат. 
13) Убрать исследуемую пробу из прибора, вставить следующую и 
нажать GO. 
 
2.4 Проведение ПЦР-HRM с использованием комплекта реагентов 
Precision Melt Supermix (Bio-Rad, США) 
 
ПЦР-HRM или ПЦР с дополнительным этапом плавления высокого 
разрешения проводили с использованием набора реагентов Precision Melt 
Supermix (bio-Rad, США) в присутствии Eva Green dye. Количество реагентов, 
вносимых в одну пробу, представлено в таблице 2. Реагенты добавляли в 
соответствии с рекомендациями производителя набора реагентов.   
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Таблица 2 – Количество реагентов на одну пробу ПЦР-HRM 
Реагенты Количество на одну пробу, мкл 
Precision Melt Supermix 5 
Праймеры Прямой 0,5 0,5 Обратный 
Образец ДНК 4 
 
В зависимости от количества проб готовили общую смесь N в одной 
пробирке. Праймеры для 9 экзона гена CALR были заимствованы из статьи [60]. 
Данные праймеры фланкируют участок 9 экзона длиной 265 пар оснований: 
Forward:5’-GGCAAGGCCCTGAGGTGT-3’; 
Reverse:5’-GGCCTCAGTCCAGCCCTG-3’. 
Праймеры для гена FLT3 были заимствованы из статьи [61]. Данные 
праймеры фланкируют участок длиной 326 пар оснований и полностью 
охватывают 14 экзон гена FLT3, начало 15 экзона и интрон, располагающийся 
между ними: 
Forward:5’- TGCAGAACTGCCTATTCCTAACTGA-3’;  
Reverse:5’- TTCCATAAGCTGTTGCGTTCATCAC-3’.  
Общую смесь раскапывали по 6 мкл в каждую пробирку. Далее в пробирки 
вносили по 4мкл образцов ДНК, при этом концентрация вносимой ДНК в 
реакционную пробу составляло 4 нг/мкл. Пробирки центрифугируют на 
микроцентрифуге для сброса капель. Затем пробирки помещают в прибор для 
амплификации. Программа амплификации участков гена FLT3 и CALR с 
дополнительным этапом плавления высокого разрешения представлена в 
таблице 3. 
Таблица 3 – Программа амплификации участка гена FLT3 и CALR 
Температура, С Время, мин Количество циклов 
95 2:00 1 
95 0:10 40 
62-для гена FLT3; 57-для гена CALR 0:30 40 
72 0:30 40 
95 0:30 1 
60 1:00 1 
65-95 
(с шагом в 0,2 С) 10 сек/шаг 1 
33 
 
 
 ПЦР с дополнительным этапом плавления высокого разрешения 
проводилась на приборе CFX96 (Bio-Rad, США). 
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИE 
Из текста выпускной квалификационной работы изъяты результаты 
интеллектуальной деятельности, которые имеют потенциальную коммерческую 
научную ценность в силу неизвестности их третьим лицам. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
1. Разработаны тест-системы для выявления соматических мутаций в 
генах FLT3 и CALR на основе HRM-анализа. 
2. Во всех проанализированных методом HRM-анализа образцах ДНК 
от пациентов с диагнозом ОМЛ и Ph-МПН выявлены соответствующие мутации 
в генах FLT3 и CALR. 
3. Тип выявленных методом HRM-анализа мутаций во всех образцах 
совпал с мутациями, выявленными при использовании других молекулярно-
генетических технологий. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 
ОЛ – острый лейкоз 
ХЛ – хронический лейкоз  
ОМЛ – острый миелоидный лейкоз 
ЦН-ОМЛ – цитогенетически-нормальный острый миелоидный лейкоз 
RTK – мембраносвязанная рецепторная тирозинкиназа 
TM –  трансмембранный домен 
JM –  юкста-мембранный домен 
TKD–  внутриклеточный киназный домен 
KI – киназная вставка 
ITD – тандемная дупликация нуклеотидов  
ПР –  полные ремиссии 
Ph-МПН – Ph - негативные миелопролиферативные новообразования  
ИП –  истинная полицитемия  
МФ –  миелофиброз 
ЭТ – эссенциальная тромбоцитемия  
JAK2 – ген янус-киназы 
MPL –  ген, кодирующий рецептор к тромбопоэтину 
CALR –  генкальретикулина 
JAK-STAT – Janus Kinases — signal transducer and activator of transcription 
JH2 – псевдокиназный домен 
JH1 – каталитически активный домен 
ЭР – эндоплазматический ретикулум 
HRM –  High Resolution Melt 
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